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論文の内容の要旨
(目的)
TET2遺伝子は TETファミリー遺伝子群のひとつであり、 5-methylcytosine(5mC) を
5“hydroxymethylcytosine (5hmC)へと変換する酵素として働き、最終的には DNAの税メチル化に関与する
ことが知られている。 2009年、骨髄球系造血器腫蕩において TET2遺伝子変異が高頻度に認められること
が初めて報告された。一方、近年血管免疫芽球性T細胞性リンパ腫(AlTL)をはじめとする T細胞性リン
パ腫で、も高頻度に TET2遺伝子異常が報告されており、これらの造血器麗療の発症にメチル化を中心とする
エピジェネテイクスの関与が示唆されるところである。 TET2遺伝子改変マウスの解析では、造車幹細胞の
分化・増殖や骨髄球系め増多といった表現型を認めるが、リンパ球系の表現型について言及した報告は少な
い。 ηt2knockdownマウスの解析を通じて、造j血幹細胞の分化・増殖に対する影響を評価し、 Tet2の機能
減弱が造血器麗蕩の発症にどのように関与するかを明らかにするため、以下の研究を行った。
(対象と方法)
ηt2 knockdownマウス (Tetc')は、 genetrap法により作製された Ayu17-449マウスを用いた。このマウ
スは転写開始点手前である intron2にトラッピングベクターが挿入されている。 Tetc'収iマウスは生後 2、3
日で死亡し成体まで成長しないという報告があることから、胎仔肝細胞を用いて Tet2の機能減弱が造血
幹細胞に与える影響を評価したo ln vitroではコロニーアッセイ法により、分化能・増殖能の評価を行い、 zn
VlVOでは継代移植を行うことにより、競合的再構築能の評価を行った。一方、実験過程で ηt2'刷マウスの
成体が少数ながらも得られることが判明したことから、 Tetc政Iマウスの成体を用いて Tet2の機能減弱が造
血器騒蕩に与える影響を評価した。解析にはフローサイトメトリー、 realtime PCR、蛍光免疫染色などの手
法を月札、た。また、リンパ腫細胞におけるマイクロアレイの解析を行った。
(結果)
(1) Tet2の機能減弱は造血幹細胞の増加と競合的再構築能の充進に寄与する
Tet?政Iマウスの胎仔は肉践的に Te必ず/+マウスと比べて明らかな差異は認めなかった。胎仔肝細胞の数に
も差は見られなかった。 Tet2のmRNAの発現を比べたところ、 Tetc'/R'マウスでは酵素活性部位を有する C
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末端側で ηt2+/+マウスと比べて約 20%の発現を認めた。酵素活性の評価のため、 dotblot法による 5hmCの
半定量を行ったところ、コントロールに比べ、約半量まで低下していた。造血幹細胞を含む分画である
Lineage-， c-Kit+， Sca1 + (LSK)分画をフローサイトメトリーで解析したところ、 Tetc'/f?'マウスでは有意に増
加していた。コロニーアッセイでは、 LSK分画をソートして分化能・増殖能の評儲を行ったが、 Tetc，/g，マ
ウスはコントロールによとベ、有意にコロニー形成能の低下を認めた。 lnvivoでの競合的再構築能の評価のた
め、継代移植によるキメリズムの解析を行ったが、 Tetc//K/マウスでは 2回目の継代移植ですべての血球系
統においてキメリズムの上昇を認めた。
(2) Tet2'刷マウスは末梢性T縮胞性リンパ腫を発症する
7きt2'/K/マウスの成体の観察を行ったところ、巨牌を認め、牌臓における議抱性ヘルパ-T細胞 (Tfh)様
の細胞が増加していることが明らかとなった。生後 60週を超えたマウスでは、 6匹中 4匹において末梢性
T細胞性リンパ臆 (PTCL)と恩われる腫蕩を発症した。これらの腫蕩縮胞はフローサイトメトリー、免疫
染色、マイクロアレイの解析から T白細胞様の特徴を有していた。また、 ηtc/g/マウスのLSK分画を移植
したマウスでも 6匹中 l匹に同様の腫蕩を認めた。これらの麗蕩は形態学的にAlTLに特徴的な所見は認め
ないことからヒトでいうところの末梢性T細胞性リンパ握、非特異型 (PTCL，NOS)であると考えられた。
Tet2の機能減弱がTfh細胞様の特徴を有する PTCL，NOSの発症に関与することが明らかとなった。
(考察)
これまでの ηロ遺伝子改変の報告から、①造血幹細胞を含む分画の増加、②競合的再構築能の充進、③
骨髄球系細胞への分化誘導が共通する表現型として認められていたが、当研究では①、②は認めたものの、
①についてははっきりしなかった。一方、リンパ球系腫蕩を発症したという報告はなく、 PTCL，NOSを発症
したことは新たな報告ということになる。 PTCL，NOSは不均ーな診断概念であり、 PTCL，NOSの中には
A1TLの特徴を有した群があると知られている。また、 AlTLはマイクロアレイの検討から想定腫蕩起源細
胞がT血縮胞と考えられており、今回発症したリンパ臆は、まさにこの群を模した腫蕩と考えられる。 Tet2
遺伝子異常がA1TLにおいて高頻度にみられることに合致する結果と考えられるが、メチル化をはじめとす
るエピジェネティクスとの関連についてはさらなる研究を行っている。
審査の結果の要旨
本論文は Tetc'IX'マウスにおける造血幹紹胞の増加と競合的再構築能の充進、末梢性T細胞性リンパ躍の
発症の表現系を明らかにし、 ηt2遺伝子が造血と発癌に関与することを示したもので、学術的にきわめて
質の高い研究成果である。
平成 24年12月28日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求め、
関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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